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NAFLD 患者の約 10%は非アルコール性脂肪肝炎 (NASH) へと進展し，肝硬変へと至る．
NASH 肝硬変患者の肝発癌率は 2.6%であり，C 型肝炎ウイルス (HCV) 肝硬変患者の発癌率
に匹敵するとされているが，NASH を背景とした肝発癌の機序は明らかとはなっていない．






酸化的 DNA 損傷のマーカーであり，グアニンの C8 の酸化により産生され，G:C→T:A 型の変
異を誘発する．酸化的 DNA 損傷が，がん遺伝子や腫瘍抑制遺伝子のような発癌に関わる遺伝
子内で発生すると，腫瘍形成を引き起こす可能性がある．酸化的 DNA 損傷修復酵素遺伝子 
(MTH1，OGG1 や MUTYH) は 8-oxo-dG による変異を低いレベルに維持するために必要な酵
素である．MUTYH は，8-oxo-dG に誤って対合したアデニンを除去修復する．MUTYH の単
アレル，両アレル変異における肝腫瘍発生を調査した論文は少数しかなく，殊に NASH 患者に
おける肝腫瘍発生と MUTYH 欠損の関連は不明である．本研究では，MUTYH 欠損マウスお
よび野生型マウスに高脂肪食と鉄過剰食を与えた NASH マウスモデルを作製し，肝発癌率，
ならびに肝癌を発生した MUTYH 欠損マウスと非発癌 野生型マウスの非癌部肝組織の遺伝
子発現を解析し，NASH からの肝発癌と MUTYH の関連性を明らかにすることを目的とした．
さらに抗酸化薬による NASH 肝発癌予防の可能性を検討した． 
 
研究方法   
1) マウスと介入 
樹立された MUTYH null mice と C57BL/6 mice を交配させ，野生型(Mutyh+/+)マウス， 
MUTYH ヘテロ欠損(Mutyh+/–)マウス，および MUTYH ホモ欠損(Mutyh–/–)マウスを得て，SPF
 
環境で飼育した．8 週齢のマウスに，コントロール食(鉄含有量 45mg/kg・diet)，高脂肪高炭水
化物 (high-fat high-carbohydrate : HFHC) 食，HFHC+鉄過剰食(鉄含有量 225mg/kg・diet)
を与えた．また，発癌率が最も高い群に対して抗酸化薬である N-アセチル-L-システイン 
(NAC) を追加投与した．介入 9 か月後に採血を行い，全血算・ALT を測定し解剖を行った． 
2) 肝臓鉄濃度 
肝組織を 120℃で 24 時間乾燥させ，加熱しながら硝酸および硫酸を加えて溶解した後脱イオ
ン水で希釈し, 3000rpm で 10 分間遠心分離した後，原子吸光分析計（AAnalyst 800, Perkin 
Elmer, Norwalk, CT）を用いて測定した． 
3) ヘマトキシリン・エオジン (HE) 染色，マッソントリクローム (MT) 染色 
パラフィン固定された肝組織に対して HE 染色および MT 染色を施行した．Brunt らの報告に
基づき肝組織の脂肪化，小葉内炎症および線維化のスコアリングを行った． 
4) 肝内 4-hydroxy-2-noneal (4-HNE) 染色と半定量 
パラフィン固定された肝組織に対して抗 4-HNE 抗体 (MHN−020P，日本老化制御研究所，袋
井，日本)を用いて免疫染色を施行した．半定量については，Paradis らの報告に基づき，1 視
野あたりの染色性を 0-3 の 4 段階で評価し，数値化した．各標本について，ランダムで 5 視野
を評価し平均値を解析に用いた． 
5) 肝内 8-oxo-dG 免疫染色と定量法 
 パラフィン固定された肝組織に対して抗 8-oxo-dG 抗体(MOG−020P，日本老化制御研究所， 
袋井，日本)を用いて免疫染色を施行した．定量については肝細胞内の核の染色程度について
KS-400 システム(Carl Zeiss Vision GmbH，Hallbermoss，Germany)を用いて数値化し，
normal mouse IgG との比を相対的免疫染色強度とした．各標本において少なくとも 3 視野以
上で測定を行い，その平均値を解析に用いた． 
6) マイクロアレイ解析 
肝腫瘍を発生しなかった Mutyh+/+ HFHC+鉄過剰食群と肝腫瘍を発生した Mutyh−/− HFHC+
鉄過剰食群 3 匹ずつの背景肝についてマイクロアレイ分析を行った．RNA の抽出には RNeasy 
Lipid Tissue Mini Kits (QIAGEN, Hilden, Germany)を使用し，トランスクリプトーム解析に
は GeneChip Human Transcriptome Array 2.0 (HTA 2.0, Affymetrix, Santa Clara, CA)を使
用した．その後，differentially expressed genes (DEGs) の解析と Gene set enrichment 
analylsis (GSEA) によるパスウェイ解析を行った． 
 
研究成績 
1) Mice への HFHC 食および HFHC+鉄過剰食による肝障害，鉄過剰 










Mutyh–/– HFHC+鉄過剰食群において 20 匹中 5 匹 (25%)に肝腫瘍が認められ，肝腫瘍の発生
割合は Mutyh+/+ HFHC 食群や Mutyh–/– HFHC 食群と比較して有意に高率であった．また，
Mutyh–/– HFHC+鉄過剰食群に NAC を追加投与すると，肝腫瘍の発生割合はおおよそ半分と
なった． 
4) Mice における肝内 4-HNE と 8-oxo-dG 量の解析 
脂質過酸化の指標である 4-HNE について、HFHC 食群においてはコントロール食群と比較し
て有意に増加しており，HFHC+鉄過剰食群においては HFHC 食群と比較して有意に増加して
いた．Mutyh–/– HFHC+鉄過剰食群において腫瘍発生の有無では，4-HNE の評価に差は認めら
れなかった．HFHC 食群においてはコントロール食群と比較して有意に 8-oxo-dG 染色強度が
増強しており，HFHC+鉄過剰食群においては HFHC 食群と比較して有意に 8-oxo-dG 染色強
度が増強していた．Mutyh–/– HFHC+鉄過剰食群において腫瘍発生の有無では，染色強度に差
は認められなかった． 
4) DEGs と GSEA 
MUTYH 欠損マウスの肝組織において，免疫グロブリン関連遺伝子と Myc mRNA が高い発現
が認められた．またパスウェイ解析では，コレステロール代謝，インターロイキン-2/STAT5 経
路，Wnt/βカテニン経路と apical junction に関連する経路の異常が認められた． 
 
考察 
酸化ストレスが NASH 患者における肝発癌に関与することは知られていたが，ROS による酸
化的 DNA 損傷を修復する酵素の欠損がどのように影響するのかはこれまで調査されてこなか
った．我々は MTUYH 欠損 NASH マウスモデルを使用して酸化ストレスによる肝発癌に
MUTYH 欠損が関与するのかどうかを調べた．MUTYH ホモ欠損マウスでは 18 か月例で小腸
腫瘍の自然発生が報告されているが，肝細胞癌は認められない．我々の以前の実験では，鉄過
剰食を与えると Mutyh–/–12 か月で約 1/3 に肝腫瘍発生が認められた．本研究では，介入 9 ヶ
月の時点で MUTYH 欠損マウスに肝腫瘍の発生が認められ，以前の研究での HFHC 食なしの
鉄過剰食における 12 ヶ月での発生よりも早期であった．肝腫瘍を発症したマウスの割合は，
Mutyh–/– HFHC+鉄過剰食群で最大であった．Mutyh+/– HFHC 食群においても Mutyh+/+と比
較し有意差はつかなかったものの，HFHC+鉄過剰食群と同等の肝腫瘍発生は認められた．こ
れは HFHC 食群において，control 食群と比較して mild な酸化ストレスが認められたことや
部分的な MUTYH 欠損が寄与している可能性もある．現在，NASH モデルマウスに関して，
多くの報告がなされてきたが，ヒトの NASH の疾患プロセスを忠実に再現しているモデルは
少数である．NASH モデルマウスのメタボローム解析やトランスクリプトーム解析により，ヒ
トの NAFLD モデルを最もよく反映しているのは HFD マウスであるとされているが，このマ
ウスでは肝発癌が認められない．NASH モデルマウスで HCC を発症するマウスモデルについ
ては様々な報告があるが，STAM マウスや MCD マウスといった代表的なモデルマウスがヒト
 
の NASH として適切ではないと考えられる部分は，それらのモデルの異常な代謝により，体重
減少が認められるところである．この観点から，我々が作製した NASH マウスモデルは NASH
関連 HCC を調査するモデルとして適切である． 
肝腫瘍は MUTYH 関連大腸癌患者の特徴的な腫瘍スペクトラムには属していない．しかし，
MUTYH 変異と肝腫瘍の関連に関する報告はある。Baudhuin らは MUTYH Y165C と G382
変異をもつHCCおよび胆管細胞癌患者の割合と腫瘍を持たない患者の割合を比較し，MUTYH
変異の頻度には有意な差は認められないことを報告した．Casper らは白人の胆管細胞癌患者
における MUYTH 変異のホットスポットである G396D と Y179D 変異を検索し，変異をもつ
患者の割合には有意な差は認められなかったことを報告した．一方で Win らは incident 大腸
癌症例の第一，第二血縁者の DNA を既知の MUTYH 変異を照らし合わせた結果，MUTYH 変
異を有する患者は肝腫瘍の発症リスクが高いということを報告した．しかしながら，背景に慢
性肝疾患を有する患者における MUTYH 変異と肝発癌の関連は不明であった．我々は以前，酸
化的 DNA 損傷を修復する酵素をコードする遺伝子の SNP と慢性 C 型肝炎患者の肝発癌との
関連について調べた結果，MUTYH の SNP (rs3412958) の単マイナーアレルが MUTYH 発現
を減少させることにより，肝発癌の独立した危険因子であると特定した．これらの報告や本研
究の結果からは，MUTYH 活性は NASH 患者における肝発癌に関与することが示唆された．
大規模コホート研究などのさらなる検討がこれらの結果を証明するために必要となる． 
NAFLD 症例における鉄染色陽性の割合は、Eder らは 47%、Hoki らは 48%、Keith らは 41%、
Sumida らは 68%と報告した．NAFLD 患者での鉄過剰はヘモクロマトーシスに認められる高
度な鉄沈着ではなく，軽度から中等度の鉄過剰と言われている．NASH マウスモデルと人にお
ける NASH の肝内鉄沈着の違いを是正するために，軽度から中等度の鉄過剰状態を導入する
目的で我々は HFHC 食による NASH モデルに鉄過剰食を加えて，肝発癌を研究した．鉄過剰
食の量は日野らの報告を基に，慢性肝疾患に認められる程度の鉄過剰状態となるように調整し
た．MUTYH 欠損と鉄過剰食のみでは肝腫瘍発生に介入後 12 ヶ月を要したが，今回の Mutyh–
/– NASH マウスモデルでは介入 9 ヶ月に約 1/4 の割合で肝腫瘍を発生した．これらの結果から





Wnt シグナルのターゲット遺伝子である Myc が DEGs の一つとして特定され，この経路の恒
常的な活性化が示唆された．HCC の 20-30%に CTNNB1 遺伝子変異が認められると報告され





MUTYH 活性の低下が NASH 患者における肝発癌に関与することが示唆された． 
